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論文内容要旨
近年、アトピー性皮膚炎において、 IL-4 及び IL-13 が皮膚内で高発現し、表皮ケラチノサイトの
角化異常および表皮バリア機能異常の一因となっていることが報告された。しかしながら、
IL-4/IL-13 の作用に関しては、フィラグリン、ロリクリン発現など表皮細胞の最終分化に及ぼす影
響以外には詳細は不明である。そこで、本研究でゆ、最初に IL-4/IL-13 で刺激したヒト表皮ケラチ
ノサイト(堕ormal Human Epidermal Keratinocyte、以下 NHEK) において変動する遺伝子発現
を DNA マイクロアレイ法により網羅的に解析した。その結果、 IL-4/IL-13 刺激により 220 遺伝子
の発現が有意に増加することが明らかになった。その中には、これまでに NHEK での発現の報告の
なかった活性酸素産生に関わる NOXlDUOX ファミリーに属する DUOXl が含まれていた。そこで、
本研究においてはこの分子に着目し、以後の研究を進めた。
まず、定量 PCR 及びウエスタンブロットを用いた解析により DNA マイクロアレイの結果を確認
した。また、次に DUOXl が IL-4/IL-13 により時間依存的に発現誘導されことを mRNA、蛋白レ
ベルで明らかにしたD 次に、 H202産生能が DUOXl に依存して増加するかを調べるため、 H202 に
特異的に反応する蛍光色素である AmplexRed を用いて解析を行った。その際に、 DUOXl に対する
阻害剤である DPI 及び siRNA 処理の有無による比較を行った。その結果、 NHEK では、 DUOXl
に依存して H202産生能を増加することが示された。また、 DUOXl の IL-4/IL-13 シグナル伝達へ
の影響を調べるため、 siRNA により DUOXl の発現を抑制すると、 IL-4/IL-13 刺激により有意に発
現増加される 220 遺伝子のうち、約 50%の遺伝子発現の減少が観察された。この結果から、 DUOXl
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は IL-4/IL-13 シグナル伝達制御に深く関わっていることを示唆した。
次に、 DUOXl に依存した遺伝子発現制御の機構を解明するため、 IL-4/IL-13 のシグナル伝達で、
重要な転写制御因子である STAT6 のリン酸化及び近年の研究で STAT6 リン酸化の抑制機能を持つ
ことが報告されている proteintyrosine phosphatase lB (PTPIB) に着目して解析を行った。その
結果、 DUOXl をノックダウンした NHEK では IL-4/IL-13 刺激による STAT6 のリン酸化が抑制さ
れた。 STAT6 に対する抑制機能を持つ PTPIB は、酸化型に構造変化するとその機能を失うことが
報告されていることから、 PTPIB 抗体を用いた免疫沈降および酸化活性部位の特異抗体を用いた酸
化型 PTPIB の半定量解析を行った。その結果、 DUOXl をノックダウンした NHEK においては、
IL-4江L-13 刺激による PTPIB の酸化が抑制された。以上より、 IL-4江L-13 刺激により NHEK に誘
導される DUOXl は、 PTPIB を酸化型に構造変化することで、 STAT6 のリン酸化を促進している
ことが示唆された。
本研究は、 IL-4/IL-13 シグナル伝達における活性酸素の制御機構を明らかにし、アトピー性皮膚
炎などの IL-4江L-13 が関与する疾患におけるシグナル伝達に基づいた治療薬の開発に繋がることが
期待される。
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アトピー性皮膚炎における表皮バリア機能異常の一因が、 IL-4 及び IL-13 による表皮ケラチノサイトの角
化異常である。近年、表皮ケラチノサイトへの IL-4/IL-13 の作用に関しては、表皮細胞の最終分化に及ぼす
影響以外には詳細は不明であった。
本研究では、最初に IL・4/IL-13 で刺激したヒト表皮ケラチノサイト (Normal Human Epidermal 
Keratinocyte、以下 NHEK) において変動する遺伝子発現を DNA マイクロアレイ法により網羅的に解析し、
従来 NHEKでの発現の報告のなかった活性酸素産生に関わる NOXIDUOX ファミリーに属する DUOX1 の発
現誘導に着目し、定量 PCR 及びウエスタンブロットを用い、時間依存的に発現誘導されることを mRNA、蛋
白質レベルで明らかにしている。
次に、 H202 産生能が DUOX1 に依存して増加するかを調査するため、 H202 に特異的に反応する蛍光色素
であるAmplexRed を用いて解析を行っている。その際に、 DUOX1 に対する阻害剤である DPI 及び siRNA
処理の有無による比較を行い、 NHEK では DUOXl に依存し H202産生能を増加した。
また、 DUOXl の IL-4/IL・ 13 シグナル伝達への影響を調査するため、 siRNA により DUOXl の発現を抑制
した実験から、 IL-4/IL-13 刺激により有意に発現増加される 220 遺伝子のうち、約 50%の遺伝子発現の減少
が観察されたこと、 IL-4江L-13 のシグナル伝達で重要な転写制御因子 STAT6 のリン酸化が抑制された。さら
(PTP1B) が酸化型に構造変化するに、 STAT6 に対する抑制機能を持つProteintyrosine phosphatase 1B 
とその機能を失うという点に着目し、 PTP1B 抗体を用いた免疫沈降および酸化活性部位の特異抗体を用いた
酸化型 PTP1B の半定量解析を行った。その結果、 DUOX1 をノックダウンした NHEK においては、 IL・4/IL-13
刺激による PTPIB の酸化が抑制された。従って、 IL-4江L・ 13 刺激により NHEK に誘導される DUOXl は、
PTPIB を酸化型に構造変化することで、 STAT6 のリン酸化を促進していると理解できる。
アトピー性皮膚炎などの本研究は、 IL-4/IL-13 シグナル伝達における活性酸素の制御機構を明らかにし、
IL-4，江L・ 13 が関与する疾患におけるシグナル伝達に基づいた治療薬の開発への重要な点を明らかとした。
の学位論文として合格と認める。
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よって，本論文は博士(医学)
